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ABSTRACT 
29 
Refractory pulmonary fibrosis is a progressive and fatal lung disease. Although the fibrosing 
mechanisms are not fuly understood， recent findings sugg巴stthat redox imbalance may play 
an important role in the pathogenesis of pulmonary fibrosis. Peroxiredoxin-6 (PRDX-6) is 
a peroxidase巴nzymethat is expressed at a high level in the lung. To identify differentially 
巴xpressedbronchoalveolar lavage fluid (BALF) proteins on bleomycin-induced mice compared 
to vehicl巴ーtreatedmice (negative control: NC)， w巴 performedproteomic approaches using 
shotgun protein analysis by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). 
PRDX-6 expression in BALF was significantly lower on bleomycin-induced mice than that on 
NC (ρ=0.000-0.051). Furthermore. BALF PRDX-6 was significantly suppressed on mice with 
comparatively mild degree of pulmonary fibrosis after bleomycin treatment. We performed 
immunohistochemical analyses of pulmonary PRDX-6 in 13 patients with refractory pulmonary 
fibroses， including fibrotic non-specific interstitial pneumonia (fNSIPs， n=9). idiopathic 
pulmonary fibrosis/usual interstitial pneumonia (IPF IUIP， n=3) and chronic hypersensitivity 
pneumonitis (chronic HP， n= 1). The Kaplan-Meier method revealed that refractory pulmonary 
fibrosis patients with low expression of PRDX-6 (n=5) had a significantly poor巴rprognosis 
than those with high expression of PRDX-6 (n=8) (log-rank p=0.039). These results indicate 
that suppression of PRDX-6 may have an important rol巴inprogression of refractory pulmonary 
fibrosis. (Accepted on December 28， 2011) 
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酸素種 (reactiveoxygen species: ROS) ，腫場壊





























































野生型 C57BL/6N(Charles River ]apan， Inc.， 







射用 5mg， Nippon Kayaku Co.， Tokyo， ] apan) 
lパイアルを，生理食塩水(生食)400μlで、溶解
したこの溶液乞浸透圧ポンプ (mode12001













回収したBALFは1，300rpm， 10 min， 4 tで遠
沈後， cell pelletをスライドグラスに塗沫しDiff-





















BALF上清800μlを遠心分離 (10，000rpm， 10 
min， 40C) し，その上清500μlを限外ろ過カート
リッジ (AmiconUltra-0.5 ml 10 K. Millipore， 
Billerica， USA) を用いて，遠心分離 (14，000
rpm， 15 min， room air) したろ液を廃棄し
50 mM triethylammonium hydrogencarbonate 
solution (TEAB， Wako， Osaka， ] apan)を加
え遠心分離を行い，これらを4回反復した膜上
に残ったタンパク質溶液約30μlを遠心分離(1，000
rpm， 2 min， room air)し，測定用サンプルとした.
サンプル溶液中のタンパク質濃度が100μg/
20μlとなるように500mM TEABで濃度調整
を1Tい， 20μlをiTRAQReagent Multi-Plex Kit 
(AB Sci巴x，Foster City， USA)により還元，シ
ステインブロックした後， トリプシン消化した.





交換カラム (ICAT Cartridge-Cation Exchange: 






0.1%ギ酸 (Wako，Osaka， J apan) を加え，カ







(QTRAP 5500， Applied Biosystems， Carlsbad， 
USA)による解析を行った Protein Pilotソフ



















ンプルとした.抗原賦活に関しては， 0.01 mol/ 
l リン酸緩衝液 (pH6.0)内で92"C， 20分間の
マイクロウェーブ処理を行った使用したl次抗
体は， anti Peroxiredoxin-6 (PRDX-6) antibody 










































NC2， BLM3-NC3， BLM4-NC4， BLM5-NC5， 







ポンプ挿入時 解剖時 BALF 肺組織評価
個体番号 性別 体重 ポンプ揮入時からの日数 週齢 回収率 細胞分画(%) Fibrotic score 
(g) (日) (週) (%) MQl Lym Neu Eo (FS) 
BLM1 ♂ 14.7 18 7 81 86.0 6.5 7.5 。。 0.25 
BLM2 o' 14.7 13 6 73 74.0 15.0 1.0 0.0 0.50 
BLM3 ♂ 14.9 39 10 81 87.0 12.5 0.5 0.0 2.00 
BLM4 o' 15.1 32 9 70 79.0 19.0 2.0 0.0 2.50 
BLM5 ♀ 14.5 10 6 70 73.0 15.0 12.0 0.0 0.25 
BLM6 ♀ 14.1 32 9 83 82.0 17.0 1.0 0.0 1.50 
BLM7 ♀ 14.5 24 8 90 43.5 38.5 18.0 0.0 2.50 
BLM8 ♀ 14.4 18 7 57 18.5 72.8 8.8 0.0 3.50 
b NCの背景とBALF所見
ポンプ挿入時 解剖時
個体番号 性別 体重 ポンプ揮入時からの日数 週齢
(g) (日) (週)
NC1 o' 15.0 18 7 
NC2 ♂ 14.3 14 6 
NC3 r 14.7 39 10 
NC4 r 15.1 32 9 
NC5 ♀ 14.8 10 6 
NC6 ♀ 14守6 32 9 
NC7 ♀ 14.4 25 8 




















回収率 細胞分画(%) Fibrotic score 
(%) MQl Lym Neu Eo (FS) 
87 95.5 4.0 0.5 0.0 0.00 
87 99.0 1.0 0.0 0.0 0.00 
83 99.0 1.0 0.0 0.0 0.00 
83 96.5 3.5 0.0 0.0 0.00 
80 96.0 1.5 2.5 0.0 0.00 
80 96.0 4.0 0.0 0.0 0.00 
83 96.5 2.5 1.0 。。 0.00 






= 0.00. BLM2/NC2 :ρ= 0.005， BLM3/NC3:ρ 
= 0.000， BLM4/NC4 :ρ= 0.02. BLM5/NC5: 
ρ= 0.001， BLM6/NC6:ρ= 0.000. BLM7 I 
NC7:ρ= 0.002， BLM8/NC8 : p = 0.000) 
また雄のBLMモデル同士の比較では(図
2-b). FSが最も低いBLM1と比較し， BLM3， 
BLM4でPRDX-6相対発現量が有意に低値であっ
た (BLM3/BLM1ρ=0.014， BLM4/BLM1: 
ρ= 0.002).雌のBLMモデル同士の比較では(図
2-d). FSが最も低いBLM5と比較し， BLM6. 
BLM7のPRDX-6相対発現量が有意に低値であっ
た (BLM6/BLM5:ρ= 0.040. BLM7/BLM5 :ρ= 
0.029) 
34 高田美樹 ・橋本潔















































♂ a b 
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NC5 BlM5 NC6 BlM6 NC7 8LM7 NC8 BLM8 BLM5 BlM6 BlM7 BLM8 
図2 マウス気管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolarlavage fluid: BALF)プ口テオーム
解析におけるPeroxiredoxin・6(PRDX-6)の発現
ブレオマイシン (bleomycin:BLM)誘発肺線維症モデルマウス (BLMモデル， n=8)と
ネガテイブコントロール (negativecontrol: NC， n=8)より採取したBALFを，液体クロマ






を示している (BLMlINC1:ρ= 0.000， BLM2/NC2 :ρ= 0.005， BLM3/NC3目 p= 0.000， 
BLM4/NC4 :ρ= 0.002). 
b :雄のBLMモデル同士のPRDX-6相対発現量の比較.FSの最も低いBLM1(FS 0.25) 
と比較し， BLM3 (FS 2.00)， BLM4 (FS 2.50)でPRDX-6相対発現量は有意に低債を示し




を示している (BLM5/NC5: p = 0.001. BLM6/NC6・p= 0.000， BLM7/NC7:ρ= 0.002， 
BLM8/NC8 : p = 0.000). 
d:雌のBLMモデル同士のPRDX-6相対発現量の比較 FSの最も低いBLM5(FS 0.25) 
と比較し， BLM6 (FS 1.50)， BLM7 (FS 2.50)でPRDX-6相対発現量は有意に低値を示し
ている (BLM6/BLM5・p= 0.040， BLM7/BLM5:ρ= 0.029). 
(矢印). PRDX-6の発現と各種臨床因子との相関
35 





























































































































































fNSIP : fibrotic non-specific interstitial pneumonia， IPF IUIP : idiopathic pulmonary fibrosis/usual 





























oxygen tension difference: AaDO，) 0/0肺活量(0/0
vital capacity: % VC)， 0/0肺拡散能(0/0diffusing 
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PRDX-6陽性であると判定した 結果は 8例がPRDX-6陽性 5例がPRDX-6陰性であった
陽性例2例 (a，b)，陰性例2例 (C，d)の結果を呈示する
a. b : PRDX-6陽性例の免疫組織化学 気管支上皮細胞 (矢頭)の近傍で増殖した線維性
組織内または肺胞マクロファージ内に内因性陽性反応と同等以上の免疫反応が認められる
(矢印)



































症例数 13 8 5 
年齢(歳) 62.54 :t 2.21 62.0 :t 2.72 63.40 :t4.12 0.942b 
(50・75) (50-72) (50-75) 
性別
男性 8 4 4 
女性 5 4 0.565' 
総合診断
IPF/UIP 3 3 。
企~SIP 9 5 4 
chronic HP 。 0.164' 
喫煙歴
current smoker 4 3 
form巴rsmoker 。
never smoker 8 4 4 0.501' 
KL-6 (U/ml) 1852.23士597.53 2206.00 :t 955.70 1286.20 :t 212.07 0.84b 
AaDO， (Torr) 19.91 :t 2.85 16.3 :t 3.29 25.63 :t 4.44 0.107" 
%VC (%) 78.0 :t 4.90 83.1 0 :t6.80 70.0 土 5.70 0.188b 
%DL∞(%) 48.30 :t 4.10 48.90:t 4.6 4.4 :t 12.4 0.734ab 
日OT使用歴
あり 4 4 。
なし 9 4 5 0.105' 
ステロイド・免疫抑制剤使用歴
あり 12 6 5 
なし 2 2 。 >0.999' 
a: 1例は不明
b: M叩 n-Whitney検定 c: X 'test. d: Fisherの直接確率計算により検定を行った.
間SIP: fibrotic non-specific interstitial pneumonia. IPF IUIP : idiopathic pulmonary fibrosis/usual interstitial 








































o 100 200 300 400 500 600 700 
診断確定後生存期間(週)
図4 難治性肺線維性疾患におけるKaplan-Meier生存曲線
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